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ОБ УЧАСТИИ БЕЛКА 5-100 В ФОСФОРИЛИРОВАНИИ БЕЛКОВ 
НУКЛЕОПЛАЗМЫ МОЗГА И ЕГО НАЛИЧИИ В 

РИБОНУКЛЕОПРОТЕИДНЫХ ЧАСТИЦАХ

КАПРАЛОВ А. А.. ТЮЛЕНЕВ В. И.. БЕЛИК Я. В.

Институт биохимик нм. А. В. Палладия» АН УССР. Киса

В опытах т иНго изучено влияние белка 5-100 па фоефорилкропание белкой раз- 
личных субъядерных фракций. Установлено, что исследуемый белок усиливает фос­
форилирование фракции белков, которая экстрагируется из клеточных ядер раствором 
с 0,14 М .\’аС1, 1 мМ МдС!2, 10 мМ трис (pH 8.0) и содержит рибонуклеелрогенд- 
яые частицы (РНП-частицы). В наибольшей степени увеличивается фосфорилирование 
белков с Мг 80 и 150 кД. В присутствии белка 5-100 уменьшается фосфорилирование 
ряда других белковых фракций. Методом иммунодиффузии белей 5-100 обнаружен в 
составе РНП-частнц. выделенных из ядер мозга. Высказывается предположение, что 
белок 5-100 может участвовать в процессах транспорта к процессинга гетерогенной 
ядерной РНК.

Рансе было показано, что белок 5-100 при введении в желудочки 
мозга способен увеличивать в нем синтез РНК [1]- Добавление этого 
белка к изолированным клеточным ядрам вызывает увеличение активно­
сти РНК-полнмеразы [2], что свидетельствует о том, что он может уча­
ствовать в синтезе и процессинге РНК в ядрах клеток мозга. В отличие 
от ранее полученных результатов [3]. при использовании метода имму­
нодиффузии мы не смогли выявить наличие белка 5-100 в составе хро­
матина клеток мозга [4]. В этих экспериментах белок 3-100 был обна­
ружен лишь в составе нуклеоплазмы и ядерной мембраны. Показано 
также [5]. что этот белок нс оказывает влияния на Фосфорилирование 
гистонов и щелочерастворимых негнетоновых белков, о то время как 
фосфорилирование ряда других ядерных белков увеличивается в его При­
сутствии. В связи с этим мы предположили, что белок 5-100 непосредст­
венно влияет на процессинг и транспорт РНК и лишь косвенно—на ее 
синтез. Исходя из этого, целью настоящей работы явилось изучение 
влияния белка 5-100 на фосфэрилнрэванне белкоз ядернэго сока, вклю­
чение [32Р] в нуклеиновые кислоты и исследование возможности лока­
лизации этого белка в РНП-частицах клеточных ядер мозга.
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Материалы и кетоды

В работе использовали мозг самцов белых крыс массой 150—200 г 
и серое вещество мозжечка быка. Белок S-100 получали по методу, опи­
санному Stewart [6]. В опытах использовали фракцию IC, которую 
идентифицировали методами иммунопреципитации и электрофореза. Ядра 
мозга выделяли по методу, описанному в работе Burdman [7] с некото­
рыми нашими модификациями. Раствор сахарозы получали на ТКМ-бу- 
фере (50 мМ трис-НС1, pH 7.5: 25 мМ КС!; 5 мМ MgClo). Для полу­
чения гомогената ткани использовали 20 объемов 0,32 М сахарозы на 
одну весовую часть ткани мозга. При центрифугировании концентрацию 
сахарозы доводили до 1.85—2.0 М. При работе с клеточными ядрами 
мозга ингибиторы протеаз нс использовали, так как протеазной актив­
ности в ядрах мозга нс было обнаружено [8]. Использование 0,1 мМ 
фенилмстилсульфонилфторида в части опытов не вызывало каких-либо изме­
нении в белковом составе полученных фракций. Ядсрные мембраны выделяли 
в основном по методу, описанному в работе Aqutter, Gleed [9], однако 
обработку ДНКазой 1 («Koch-Light», Англия) проводили не в один, а 
в два этапа: вначале ядра подвергали протеолизу в течение ночи при 
концентрации фермента 1 мкг/мл и температуре 3°. а затем после 3-х по­
следовательных отмывок с помощью ЫаНСОз в течение 20 мин при кон­
центрации ДНКазы I 20 мкг/мл и температуре 22°. Характеристика по­
лученных мембран ядер мозга описана в предыдущей работе [10]. В реак­
ции фосфорилирования использовали клеточные ядра мозга крыс или 
фракции ядер мозжечка быка. Фосфорилирование исследовали по ранее 
описанному методу [5]. При изучении фосфорилирования инкубацион­
ная среда содержала 50 мМ трис-НС! (pH 7,5), 25 мМ MgCl*. I мг 
белка клеточных ядер, 40 мкг белка S-100, 10 мкМ [о2Р] АТР 
(2,2-10' и.мп/мин в пробе). Время инкубации—10 мин при температуре 
37е. Реакцию останавливали добавлением 3 мл раствора, содержащего 
0,5 мМ нсрадиоактивной АТР и 3,3 мл 10%-ной ТХУ с 3%-ным пиро­
фосфатом натрия. Осадок промывали на фильтрах Synpor № 8 (ЧССР). 
Липиды экстрагировали, используя хлороформ-метанол [11]. Нуклеино­
вые кислоты удаляли обработкой осадка 5 %-ной ТХУ при 90 в течение 
30 мин. Для определения радиоактивности использовали сцинтилляцион­
ную жидкость /КС-1 и жидкостный сцинтилляционный счетчик SL-30 
(«Intertechnique», Франция). В некоторых опытах аликвоты получен­
ных фракций использовали для электрофореза, который проводили ио 
Laeminli [12]. В качестве разделяющего был использован 15%-ный 
ПА АГ длиной 15—20 см. После фиксации, окраски Кумасси бриллиан­
товым голубым G-250 и отмывки гели денситомстрировали с помощью 
микроденситометра «UT-7609», затем их разрезали на диски шириной 

1 мм, сушили в течение 3 ч при температуре 100 и определяли радиоак­
тивность, используя сцинтилляционную жидкость ЖС-1.

При выделении РНП-частиц экстракцию ядер проводили по методу 
Самариной и соавт. [13]. В ряде случаев РНП-частицы мстили, вводя 

383



крысам по 40 мкКи [МС] оротовой кислоты в жслудочкн-люзга за 1, 5— 
2 ч до декапитации. Ядерный экстракт центрифугировали п градиенте 
плотности сахарозы 10—25% в течение 3.5 ч при 27000 об/мин на цент­
рифуге К-32 М. Плавучую плотность частиц определяли с помощью цент­
рифугирования в градиенте С$С1 [13, 14]. В этом случае фракции, полу­
ченные из градиента сахарозы, диализовали против 1%-ного формальде­
гида в 0,005 М фосфатном буфере (pH 7,5), смешивали с концентриро­
ванным СбС1 в 1%-ном формальдегиде, доводя плотность смеси до 
1,3 г/см3, и использовали для создания непрерывного прсдобразованного 
градиента С*С1. В другое колено смесителя помещали раствор С*С1 в 
1%-ном формальдегиде с плотностью 1,6 г/см". Центрифугировали в ро­
торе ՝<Տ\\ -39» в течение 18 ч при скорости 150000 8 и температуре 4°. 
Собнрахя фракции и определяли в них кислотонерастворимую радио­
активность и показатель преломления. Реакцию иммунодиффузии про­
водили по методу Гусева, Цветкова [15]. В исследованиях использовали 
специфическую кроличью антисыворотку, полученную к белку Տ-100 из 
мозга быка [4].

Результаты и обсуждение

При изучении зависимости процесса включения [32Р] в клеточные 
ядра от содержания добавленного белка Տ-100 показано, что небольшие 
его количества (30 мкг/мл) и количества, превышающие физиологиче­
скую концентрацию (300 мкг/мл), практически не влияют на этот про­
цесс. а при концентрации белка 60—120 мкг/мл наблюдается увеличе­
ние включения метки на 30% (рис. 1). Однако при удалении нуклеино­
вых кислот из инкубированных ядер обнаружено, что низкие концентра­
ции белка Տ-100 вызывают увеличение на 50%. а высокие—уменьшение 
на 20% включения метки в неэкстрагированный остаток ядра, что сви­
детельствует о связи этого белка с обменом РНК.

Предполагая, что действие белка Տ-100 может быть опосредовано 
фосфорилированием белков лишь определенных фракций ядра, изучали 
влияние этого белка на фосфорилирование эндогенными протеинкиназа- 
ми белков хроматина, ядерных мембран клеток мозжечка быка, а также 
фракций, экстрагируемых из ядер клеток этой ткани раствором, содер­
жащим 0,14 М ЫаС1. 1 мМ МдСЬ. 10 мМ трис-НС I Прк 79 ։։ 8.0 
(таблица). В этих опытах было обнаружено включение [32Р] во все изу­
ченные фракции, что согласуется с данными литературы о присутствии 
эндогенных протсинкиназ в составе ядерных мембран [16]. нуклеоплазмы 
[17]. РНП-частиц [18. 19] и хроматина [20]. Обнаружено (таблица), 
что фосфорилирование белков, экстрагируемых из ядер раствором, содер­
жащим 0,14 М К?«аС1, 1 мМ .\lgCI2. 10 мМ трис-НС!, pH 7.0 (фракция 
pH 7,0). а также белков хроматина не изменяется при добавлении в 
среду инкубации белка Տ-100. Эти данные подтверждают ранее получен­
ные результаты [5]. свидетельствующие о том. что белок Տ-100 не влияет 
на фосфорилирование гистонов и негнетоновых белков, экстрагируемых 
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щелочью. Однако о наших условиях (таблица) наблюдается увеличение 
фосфорилирования белков фракции, экстрагируемой из ядер раствором, 
содержащим 0,14 М ИаС1, 1 мМ М£С12. 10 мМ трис-НС I. pH 8,0 (фрак­
ция pH 8,0), и белков фракции ядерных мембран на 60 и 70% соответ­
ственно.

Рис. I. Влияние белка 5-100 па включение [32Р](а %) изолированными 
клеточными ядрами мозга крысы: /—суммарное включение [32Р], 2—вклю­
чение [32Р] после экстракции нуклеиновых кислот. По оси абсцисс—кон­

центрация белка 5-100 (мкг/мл)
Рис. 2. Влияние белка 5-100 на фосфорнлирозанис белков, экстрагируе­
мых из ядер 0.14 М ЫаС1, I мМ МдС12. 10 мМ трис. pH 8.0: /—деиси- 
тограмма электрофореза белков фракции pH 8.0. 2—фосфорилирование 
белков фракции pH 8.0 без белка 5-100. 5—фосфорилирование белков 
фракции pH 8.0 в присутствии белка 5-100. По осн абсцисс сверху—ве­
личина Мг 103Д, снизу—длина геля в мм. По оси ординат слева—вклю­

чение [32Р]АТР (нм.ч/мин), справа—А2д0

Для выяснения вопроса о том, какие именно белки фосфорилируют­
ся в присутствии белка Б-100, нами был проведен электрофорез белков 
фракции pH 8,0 и Фракции ядерных мембран (рис. 2). Денситограмма 
электрофореза белков фракции pH 8,0 из мозга быка в общем совпадает 
с денситограммами электрофореза подобных фракций мозга крыс [21, 
22]. Некоторые несовпадения, видимо, можно объяснить отличиями ис­
ходного материала и методов выделения РНП-частнц. Из рис. 2 видно, 
что больше всего метки включается в две белковые фракции с Мг около 
40 кД и в две фракции с Мг около /0 кД. При изучении фосфорилирова­
ния подобной фракции мозга крысы ш у/уо [22] также было обнаруже­
но повышенное включение меченого фосфора в эти белковые фракции. 
Однако наряду с этим происходит значительное фосфорилирование бел­
ков с Мг более 80 кД. В опытах этих авторов [22] также было показано, 
что фосфопротеиды, входящие в состав двух фракций с Мг около 40 кД, 
являются белками РНП-частиц.
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Из данных, приведенных на рис. 2, можно сделать вывод, что пр>$» 
добавлении белка S-100 увеличивается включение метки в белки с Мг 
70—150 кД и —50 кД. Наибольшее включение метки происходит во 
фракциях с Мр около 150 кД (фракции 14—17) и около 80 кД (фрак­
ции 30—50). Нами показано, что в этих условиях уменьшается фосфо­
рилирование одного из белков с Мг 40 кД (рис. 2). который, по данным 
литературы [21]. может входить в состав РНП-частиц. В состав РНП-

Таб.шцл
Влияние белка S-100 на фосфорилирование белков во 

фракциях, экстрагируемых из ядер мозжечка быка 
(имп/мнн/ I мг белка)՛

Ядсрныя фракции Б«՝л белка 
s-ioo

В присут­
ствии белка 

S-100
% к конт­

ролю п Р

Экстрагируемая при 
pH 7.0 24714-168 27154-240 ПО 10 >0.5

Экстрагируемая при 
pH 8.0 39604-1595 60504- *78 160 12 <0.05

Мембраны 30204-343 50574-375 170 7 <0,05
Хроматин 328S±358 35114; 237 110 12 >0.5

частиц могут входить и некоторые из белков с Мг 80—150 кД [21, 22]. 
Предположение о влиянии белка S-100 на фосфорилирование белков 
РНП-частиц подтверждается тем, что этот белок не изменяет суммар­
ного фосфорилирования белков фракции pH 7.0, в которой эта частицы 
отсутствуют (она содержит в основном белки нуклеоплазмы и ядерных 
рибосом) [13]. Из рис. 2 видно, что существуют фракции белков, фос­
форилирование которых уменьшается в присутствии белка S-100. Ве­
роятно. это можно объяснить влиянием белка S-100 на фосфопротеин- 
фосфатазу, присутствие которой в препарате РНП-частиц показано в ра­
боте Wilks, Knowler [19]. Интересно отметить, что другой Са5+-связы­
вающий белок—кальмодулин не влияет на фосфорилирование белков в 
РНП-частицах, а Са2+ незначительно его ингибирует [23]. Таким обра­
зом, полученные данные позволяют сделать вывод, что белок S-100 мо­
жет участвовать в регуляции фосфорилирования белков нуклеоплазмы и 
ядерных мембран.

Так как среди белков, фосфорилирование которых увеличивается в 
присутствии белка S-100, могут быть белки РНП-частиц, мы изучили 
возможность локализации белка S-100 в составе этой ядерной струк­
туры. РНП-частицы, . полученные нами из серого вещества мозжечка 
быка и мозга крысы, были довольно гетерогенны по размеру (рис. 3, 
4), что соответствует данным, полученным при изучении РНП-частиц из 
мозга крысы [24]. Аналогичные результаты получены при выделении 
РНП-частиц из ткани печени с использованием ингибитора РНКаз [13]

Для устранения возможного загрязнения частиц агрегированными 
белками ядерного сока в опытах по иммунодиффузии в качестве РНП-ча­
стиц использовали фракции с коэффициентом седиментации более 80S» 
Плавучая плотность исследованных препаратов частиц при центрифуги- 
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«ровании в С$С1 составляла 1,40 г/см3. Методом иммунодиффузии белок 
‘5-100 был обнаружен нами как во фракции, имеющей коэффициент се­
диментации меньше 805, так и во фракции с большим коэффициентом 
•седиментации, а также в осадке. Для устранения возможных загрязне­
ний фракции РНП-частиц ее собирали и повторно центрифугировали. 
И в этом случае в их составе был обнаружен белок 5-100. Для лучшей 
диссоциации частиц опыты по иммунодиффузии проводили с добавле­
нием к ним 1%-ного ДДС-Ка.

Рис. 3. Седиментационное распределение рнбонухлеолротеидных частиц, 
выделенных нз ядер мозга быха

Рис. 4. Седиментационное распределение рнбо.чуклеолротеидных частиц, 
выделенных из ядер мозга крысы: 1—поглощение при 260 нм. 2—р&- 

диоахтивность

Таким образом, входя в состав РНП-частиц и оказывая влияние 
на фосфорилирование белков нуклеоплазмы и мембран, белок 5-100 мо­
жет принимать участие в процессинге гетерогенной ядерной РНК. Ранее 
нами было показано [25], что этот белок влияет на транспорт РНК из 
изолированных ядер мозга, то есть полученные данные подтверждают 
наше предположение о том, что белок 5-100 может иметь значение в ре­
гуляции процесса передачи генетической информации на посттранскрип­
ционном уровне. В го же время этот белок, видимо, может участвовать 
и в транскрипции, влияя на хроматин опосредованно.

ON THE PARTICIPATION OF S-100 PROTEIN IN 
PHOSPHORYLATION OF BRAIN NUCLEOPLASM 

PROTEINS AND ITS PRESENCE IN RIBONUCLEOPROTEIN

KAPRALOV A. A. TYULENEV V. L. BELIK Ya. V.

A. V. Palladio Institute of Biochemistry, Ukrainian SSR Acad. Sc։., Kiev

The effect of S-100 protein on phosphorylation of various sub- 
jnuclear fractions proteins has been studied at the experiments in vitro. 
The protein mentioned has been established to increase the phosphory­

387



lation of protein fraction extracted from cell nuclei with—the solution: 
containing 0,14 M NaCI. 1 mM MgCl.., 10 mM tris (pH 8.0). This frac­
tion contained RNP-particles. The most phosphorylated fractions were 
those with Mr of about 80 and 150 kD. In the presence of S-100 pro­
tein phosphorylation of a number of other protein fractions were dec­
reased. S-100 protein was detected in ribonucleoprotein particles by 
means of immunodiffusion assay. S-100 protein has been suggested to 
participate in the processes of transport and processing of heteroge­
nous nuclear RNA-
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